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              諸言
 蝸牛には, 中央階に+80mV 代の蝸牛内リ ンパ電位 (以下EP) が存在 し, さらにその内リ ンパ
 液は高濃度のK+, 及び低濃度のNa +が存在する。 一方, 内リ ンパ液の pH は, 外リ ンパ液, 及び
 血中の pH とほぼ類似値をとるとされている。 これらの条件を維持するためには, 内リ ンパ腔に
 対して何等かの能動的な buffer の移動の存在が推測される。 本研究では蝸牛の機能である EPの
 生成, 維持に対する蝸牛管外からの pH の影響を見るために内耳血管灌流法を用いた。 この方法
 は, 選択的に内耳の支配動脈を人工灌流液で灌流するため, 灌流液の組成を自由に変化でき, こ
 の実験には適 したものである。 この灌流液すなわち細胞外液での pH の影響 を見るため, 炭酸・
 重炭酸塩緩衝系での pH の変化で, 次に buffer そのものを変えることを, さらに細 胞内 pH を直
 接変化させる物質を灌流し, その EP の反応を検討 した。
              実験方法
 1) 内耳血管灌流法 モルモットを用い, 頭蓋底を削開し, 脳底動脈より細い金属カニューレを
 挿入 し一側前下小脳動脈より選択的に内耳を人工灌流枝で灌流する事により, 内耳の生理学的機
 能を維持した。 1
 2) 灌流液 炭酸・重炭酸塩緩衝液 (標準液) は, 細胞外液と同等の電解質組成とした。 炭酸・
 重炭酸緩衝液で, CO2 分圧を55%から 0.5 %ま で変化させ, またNaHCO3 濃度 を0～ 100 mM
 としpH を変化させた。 次に, buffer として, 燐酸塩 buffer(3.3 mM Na2 HPO4) と, HEPES
 (5 mM) を用いた。 このHEPES buffer 液で滴定により, pH 6.4 及び pH 8.4 の灌流枝を調整
 した。 また細胞内 pH を直接変化させるため, 標準液及びHEPES buffer 液で, それぞれ20 mM
 NH4C1 及 び 20mM sodium pr opionate とした。 さらに acetazolamide (以下ACZ)の灌流で
 は, 標準液及びHEPES buffer 液にlmMを溶解して灌流液とした。 標準液は, 95%02, 5%
 CO2のガス を, またこれ以外の灌流液は 100 %02 ガス を通 じた後, 灌流に供 した。
 3) EPの導出法 内耳血管灌流開始直後に 150 mM KC1を充填したガラス電極を 正円 窓経由
 で蝸牛第一回転に刺入し, EP を導入 した。
              実験結果
 1) 炭酸・重炭酸塩緩衝系での pH の変化に対する EPへの影響 HCO3一濃度, 及びCO2 分圧の
 変化は共に, pH 7.4 から離れるに従いEPを底 下させる傾向を示 した。 しか しその程度 は,
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 HCO3一濃度5 mMから 100 mMの変化で3 mV 以内である一方, CO2 分圧から 54.9 % の変化で
 は, 20mV 程度の大きな低下と異なっていた。
 2) HEPES 及び phosphate buffer のEPへの影響 共に標準液の EP から直ちに 低下 し10分
 以内に一定の値となり安定化した。 この値は, HEPES buffer 液で]3.7± 3.O mV, phosphate
 buffer 液で 12.6 士 3.2 mV と類似の値であった。 さ らに HEPES buffer 液での pH の変化では,
 pH 6.4 で+ 3.1 ± 2.7 mV, pH 8.4 で一 4.7 ± 2.6 mV と僅かなものであった。
 3) ammonium及び propionate のEPに対する影響 HEPES buffer 液での細胞内 pH を直接
 アルカリ化させる NH4 C1 の灌流では, 一 38.2 ± 2.5 mV の明 らかな EPの低下を,また酸性化の
 propionate では,† 3.7 ± 1.2 mV の僅かな上昇を認めた。一方, 橡準液上では, NH4 C1 で一 339
 ± 5.2 mV, propionate で+ 0.6± 0.3 mV と共に反応の減少傾向を認めた。
 4) ACZのEP に対する影響 HEPES buffer,標準液共に灌流開殆と同時にEPは 不 可逆性
 の低下を示 した。 しか しその低下は, HEPES buffer での効果が大きく, それぞれ灌流開始後
 5分で一 10.9 ± 4.3 mV,一 5.3 士 2.O mV, 30分で一 23.9 ± 2.9 mV,一13.9 ±0.6 mV であっ た。
               考按
 この実験で, 炭酸・重炭酸塩緩衝系での pH の変化は, CO2分圧の変化でより大きな低下を認
 めた。 更に 100%02のHEPES, phosphate buffer 液では, 0.5 %の標準液 (pH 8.4) と同
 程度の低下であった。 更に, HEPES buffer 液でのH+イオンの効果は, 僅かなもので これら
 の結果より蝸牛のEPは, 細胞外液のCO2 分圧に強く依存すると思われた。 更に, CO2 は細胞
 膜透過性が高い事, EPの陽性成分は蝸牛の血管条辺縁細胞で生成される事より, この EP の低
 下は, 主にこの辺縁細胞の細胞内 pHの変化によるものと考えられた。
 3) の結果は, HEPES buffer 液の灌流が細胞内 pHをアルカリ側に変移させており, 細胞内
 pH がEP に影響を与える事 を示 している。
 ACZ は, carbonic anhydrase を障害し, 辺縁細胞内にCO2の蓄積による酸性化を惹起 し,
 EP が低下するといわれる。 しか しこの血管灌流に於ては, CO2 の蓄積は起こり難く, 何等かの
 他の生化学 的な障害 が推測さ れた。
 これ らの結果より, 内リ ンパ液を含む蝸牛管の EP の維持機構は, 外的環境におけるHCOゴ,




 審査の結果, 以下の理由によ り, 本論文は医学博士論文として, その水準に達 しているものと
 判定 した。
 1) 蝸牛内リンパ電位 (以下EP) の維持には各種条件が関与しているが, そのうち内リンパ液
 の pH の EP へ及 ぼす影響をみるために内耳血管灌流法を用いて細胞外液並びに細胞内 pH を
 直接変化させるこ とによ って EP がどう変化するかを検討 し新知見を得た。
 2) 内耳血管灌流法は, 頭蓋底を削開 し脳底動脈より顕微鏡下に極細金属カニューレを挿入 し一
 側前下小脳動脈より選択的に内耳を灌流する方法であり実験手技上難度の高いものであるが,
 あえて これに桃戦 し確実なテクニックを習得 した。
 3) 新知見としては, 以下のものが挙げられる。
 a) 炭酸・重炭酸系緩衝系での pH の変化に対するEPへの影響をみたが, HCOJ 濃度・
  CO2 分圧の変化は pH 7.4 から離れるに従って EPを低下させた。 しかしその程度はCO2
  分圧変化時により大きな低下となった。
 b) HEPES及び phosphate buffer では共に標準液の EPから直ちに低下し10分以内に一
  定値 となり安定 した。
 c) ammonium 及び propionate のEPへの影響は, 細胞内 pH を直接アルカリ化させるNH4
  Cl の灌流で低下 し, 酸性化させる propionate では僅かな上昇を認めた。
 d) ACZ ・HEPES buffer 灌流では不可逆性の低下となった。
 4) 以上の新知見より, 蝸牛のEPは, 細胞外液のCO2 分圧に強く依存することが判り, これ
 は主として血管条辺縁細胞の細胞内 pH の変化に起因すると推察した。
 5) 従来の諸知見に本知見を加えることにより内リンパ液を含む蝸牛管のEP の維持機構は, 外
 的環境におけるHCO訴 H“ の単なる拡散によって 維持されているわけでなく, 何等かの能動
 輸送を含む自発的な調節機構が関与 していると結論 した。
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